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Per a comentar 1a quimica de la Yuielina ens servinn dels rcsultats dell
estudis biofisics. quc n'han csclarit en gran manera l'estructura, i de
1'a16lisi quimica directa (le la mielina aillada per rnetodes de fracciona-
ment subcellular. La correlacio d'aquests dos tipus de concixements Cris
de formular l'arquitectura molecular de la mielina amb tin grau
de precisici quc no es possible per a la major part de les estructures
Iissulars.
La ultrastructura de la uticlina i el nnecanismc de la niielogenesi han
estat explicats, durant els darrers trenta ant's, per mitja de la difraccio
per raigs X i els estudis anrb llum polaritzada, i per neicroscopia electro-
nics. ScttN trrI. BE.^ti i CE.atzh, l'any nil,;r,,'' pogueren deinostrar Clue la mie-
lina cs una cstructura ordenada formada por molecules lipidiques dis-
posades radialinent, i per Ynolccules proteiques disposades tangencialment
respecte a l'axon. Sennblava tractar-sc d'una estructura d'anelles concen-
triques el periode de repeticio de la qual tenia una amplada de 17o-18o A.
Les observacions posteriors, mitjanC%ant nricroscopia electronica, de
GASSER " i GEREN," seguides per RollER rsox," PETERS " i. MAI1 RANA,
donaren floc a 1'establinnent, actualrnent acceptat per tothom, del uieca-
nisme do la mielogenesi. Demostraren que la mielina deriva de la mein-
brana plasmatica do la ccllula satcllit, i que l'estructura, que originaria-
ment horn creia d'anelles concentriqties, es, de fet, una espiral. Per till
de forinar aquesta espiral, la cellrila satcllit entortolliga la seva nrem-
brana plasunatica al voltant de l'axon, de manera que aquest queda em-
holcallat del tot, llevat d'un tram estret entre les superficies juxtaposades
de 1a nnembrana envoltant, train que horn anomena mesaxon. Aquest
mesaxon augments en longitud i s'enIortolliga sobre ell mateix forniant
1'espiral de mielina. Aixo d6na floc que cada pas de 1'espiral sigui cons-
titu'it per dues capes de membrana plasmatica de la cellula satcllit, jux-
taposades per llurs superficies externes i que presentee les superficies
citoplasiuatiqties als passos coutigus de l'espiral. En la innatge, obtinguda
annb el nricroscopi electronic, de la heina de mielina, les superficies extra-
ccllulars que corresponen al lumen original del mesaxon es mostren coin
la lima interperiodica mcs Iina, i les superficies citoplasnnatiques corres-
ponen a la linia interperiodica lncs densa.
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La serie de proves aportades per la llunt polaritzada, lit difracciO
per raigs X i lit microscopic electronics han estat, durant molts an}s,
interpretades sofa el punt de vista de la hipittesi de I) vNSON-1)Axi4:Lt.t
sobre l'estructura de lit membrana. En consegiiencia, hom considerava
que 1'espiral de mielina era constittiida per dues capes parallcles, i que
cada caps era forntada per tins lamina lipfdica doble antb els lipids
orientats radialnr nt cnfrontats els tins antb els altres pels extreins 110
polars, i amb els ext ems polars enfrontats and) capes tangencials de
proteina.
Els ultinis temps, aquesta interpretacio hipotetica ha estat amena-
cada per altres possibles ultrastructures. Els pros i els contres de lit con-
troversia resten al marge del present treball; tats sols ens intcressa
d'acccptar que els lipids i les proteines de la uticlina son part d'una es-
tructura ordenada que es repeteix.
Historicanient, lit quimica de la tuiclina ha estat dedu"ida de la
comparanca entre la quimica de les substancies grisa i hlanca del cervell,
i la del cervell abans i despres de lit ntielinitzacio. 1)'aqucstes observa-
cions, hom deduia que lit miclina era extraordinariantenI rica en lipids,
i que aquests eren el colesterol, els cerebrosids, els sulfatids, els plasnta-
logens i 1'esftngontielina, entre unit serie d'altres fosfolipids. Hom no
sabia tart de les proteines de la miclina, perb it lit darreria del segle xix
havia estat establert que la ueuroccratina, till reside insoluble de pro-
teines identificat per Ewcixc i Ki'tlxF,-' era tin component mielfnic. M s
recentntent han estat identificats coin it components de la mielina els
proteolipids,s tin grup especial de proteines.
Aquestes conjectures han cstat, en gran part, confirntades per 1'ana-
lisi directa de la miclina aillada per mctodes de fraccionament subcel'lular.
Hom ha vist que cis solids de la miclina son constituits per ties quarter
parts de lipids i una quanta part de proteines, i que la comnposicici lipi-
dica correspon a lit que hom havia suposat, and) f'addicici d'alguns lipids
mcs. Entre aquests, ha estat vist que en la mielina hi ha coucentrats cis
polifosfoinosftids.
Han estat dots a ternte una grail quantitat de treballs sobre els lipids
de mielina, en condicions norutals i patologiques; en aquest sentit hi ha
una literatura abuudosa a la disposicio de qui ]ti estigui interessat. Les
proteines do la miclina han estat molt ntenv-s estudiades que els lipids.
Tins fa pots an Ns nomcs se'n coneixia el que ja hem restintit quan heron
dit que horn creia que els proteolfpids i la fraccio de neuroceratina eren
components de la mielina.
Els proteolipids son un grup de contplexos lipoproteics que hart estat
aillats del teixit cerebral i que tenon lit propietat d'csser insolubles en
solvents aquosos, i soluhles en ntescles de cloroform,'utetamtl. La neuro-
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ceratina , anomenada tanrbe residu proteic resistant it la tripsina (RPRT),"
fou obtinguda del teixit parallelament als protcolipids . Quimicament era
molt semblant als proteolipids , i la principal diferencia n'era la com-
pleta insolubilitat de la RPRT en qualsevol solvent organic o aquos.
Per cert que, soviet , hom creia que la RPR"I' era un producte de degra-
dacib dels proteolipids.
Quan la mielina va esser aillada fou demostrat que era soluble en
cloroform / meta nol . Aquesta descoberta , mes aviat sorprenent , suggeri que
tota la proteina de la inielina era integrada per proteolipids . Per con-
tra, algunes observations aviat indicaren que la solubilitat de la inielina
en cloroform/metanol era enganyosa i que a la inielina hi havia diverses
proteines de mes a rues dels proteolipids . Aixi, LEES 12 demostra que quan
l'homogenat de teixit cerebral s'alliberava d'electrolits , el cloroform/me-
tanol dissolia altres proteines it mes a mes dell proteolipids . Horn tambe
labia que la mielina aillada produeix encefaloinielitis allergica quan es
injectada en animals and) els coadjuvants necessaris , i indicava que la
nrielina contenia la proteina antigenica . Atcs que era sabut que aquesta
era una proteina basica , molt diferent dels proteolipids , restava clar que la
inielina contenia , almenys , la proteina basica antigenica a mes a rues dels
protcolipids classics . Aquesta i altres observations han demostrat que la
nrielina conte , com it minim , tres tipus diferents de proteines : el proteo-
lipid classic de Foi .crt i LEES, la proteina antigenica basica responsable
de l'encefalomielitis allergica experimental i l'anomenat proteolipid de
WOLFGRA11,24 molt diferent del proteolipid classic de FOLCH i LEES.
Aquestes tres proteines poden esser separades de la inielina aillada
per un metode molt simple que ha estat desenrotllat per F. GONZ.U EZ-
SASrRE al nostre laboratori . Es un nrctode que es basa en l'observacio
que el proteolipid de WOLFCRAM es insoluble en mescles de cloroforrn/
metanol neutres i que la proteina basica productora d'encefalitis es inso-
luble en cloroforrn / nretanol en presencia d'electrolits . En aquest metode,10
la mielina aillada per un dels metodes standard de fraccionanient sub-
cellular es dissol en cloroform / nretanol . Llavors la solucib se centrifuga
a i.ooo g durant deu minuts, fins que queda clara.
D'aquesta manera , es recollida una petita quantitat de residu inso-
luble, que representa del 2 al 3 % del pes sec de mielina , es a dir, del
to al 15 °Jo del total de proteines presents. Llavors horn dilueix el sobre-
nedant per addicio d'1 /2o del seu volum , de solucio 0,5 M de C1K. El
precipitat que es forma es recollit per centrifugacio . Aixi, hem dividit
la mielina en tres fractions distintes : la fraccio original ( I), insoluble en
cloroform/metanol , la subseguent fraccio ( II), insoluble en la mescla de
cloroform / metanol / C1K, i la fraccio sobrenedant final (III). Aquestes tres
fractions han estat analitzades qufmicament i per electroforesi en gel de
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poliacrilamida. Ha estat vist que la fraccio I tc la mobilitat electrofo-
rctica i la composicio en aminoacid (AA) dels proteolipids de WOLFGRA1i;
que la fraccio II to la mobilitat i la composicio en AA de la proteina
antigenica basica, i que la fraccio III to la mateixa mobilitat i compo-
sicio en AA que els proteolipids classics.
Tnucn I
Comparacio de les compositions en aminodcids de les tres fractions mielirliques amli
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Les dales sbn expressades en mols^^oo mots d'amino3cids totals, sense efectuar-hi
corrections per perdues hidrolitiques.
* Mitjana de quatre preparations. - t Mitjana de dues preparations. - Ambdues
± D.S. (= D.P.). D.P. - Doterminacio patrd.
Les concentrations respectives d'aquestes trey fractions expressades tom
a percentatge de les proteines totals de la mielina son : proteolipid de
Wot.rcR ,ant 15 -17 oJo, proteina basica 30 oJo, proteolipid r^o-55 °/o•
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Aquests valors concorden amb els resultats obtinguts per altres autors
que han emprat diversos metodes.'
Com que el nostre treball ha tractat principalment amb proteolipids
de mielina, fora convenient de repassar breument els coneixements que
tenim d'aquests compostos.
Els proteolipids foren descoberts per Fot.cji i LEES 1'any 1951. Llur
primer indici d'existencia aparegue quan fou observat el fet que, en
extrets de teixit cerebral que sernblaven lliures d'impureses no lipidiques,
despres d'esser rentats amb aigua i eixugats per evaporacio dels solvents,
part del residu havia esdevingut insoluble en la mescla de cloroform/me-
tanol que havia estat emprada inicialment en 1'extracci6 del teixit. Hom
veie que el material que s'havia tornat insoluble pel luau proces d'eva-
poracio de solvents en el buit, donava un rendiment constant i tenia la
cornposicio de les proteines, es a dir, que tot el material esdevenia AA
Mures despres d'una hidrolisi acida adient. Com que no era coneguda cap
proteina que fos soluble en cloroform/metanol originariamen t, horn pensa
que la fraccio proteica soluble en cloroform/metanol formava un complex
amb lipids, i que Ia part lipidica del complex donava la solubilitat carac-
teristica a tot el complex. Per aquest njotiu, el complex hipotetic fou
anomenat proteolipid, per tal de distingir-lo de les lipoproteines del plas-
ma sanguini, que son complexos lipoproteics amb la solubilitat de les
proteines.
D'aquesta observacio se segui que els proteolipids eren especialment
abundosos en la substancia blanca, i que constituien del 2 al 2,5 °Jo
del pes en fresc del teixit. Tambe n'hi ha a la substancia grisa, aproxi-
madament en la proporcio d'i/5 a 1/10 de Ilur concentracio a la subs-
tancia blanca. Igualment se'n troben al miocardi. Veritablement, sem-
blen constituents de tots els teixits, car han estat trobats en for4a teixits
vegetals i animals. Com que no se'n trobaven al teixit cerebral fetal i
apareixien durant el periode de la mielinitzacio, des del primer moment
hom suposa que eren principalment constituents de la rnielina.
Despres d'aquest descobriment han estat efectuats nombrosos treballs
amb vista a la purificacio dell proteolipids propiament dits, es a dir,
del complex proteina-lipid i per a l'aillament de la part proteica lliure de
lipids. Hom observa que els proteolipids podien esser concentrats per
fraccionament amb solvents,' per centrifugacio diferencial en un medi
aquos,' per cromatografia en acid silicic,'4 per gel filtracio o per dialisi
en solvents organics." Per mitja de tots aquests procediments podem se-
parar els proteolipids dels lipids lliures. Aixb no obstant, en tots els casos
queden lligats a la part proteica entre el 5 i el 15 % del' lipids. Aquests
lipids, fermament lligats a la part proteica, son, gairebc exclusivament,
fosfatidilserina, sulfatids i polifosfoinositids, es a dir, son lipids acids. Se-
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goes sembla, estan lligats per enllacos ionics; per a separar-los, cal sotnretre
el proteolipid a dialisi en clorofornl/nletanol acidificat per addici6 de C1H
a una concentracio final o,o4N'22 o be passar-lo a traves d'una columna de
Dowex 1- X2.17 Amb qualsevol de les dues tecniques podenl obtenir una
protcIna lliure de qualsevol lipid que pugui esser detectat per croulato-
grafia en capa fina (aproprotciua del proteolipid). L'aproproteina obtin-
guda per dialisi en cloroform/metanol acid es lliurement soluble en aigua
en una gran ainplitud de pH i concentracio Salina; tambc es forca soluble
en bon nombre de dissolvents organics, especialment niescles de cloro-
fornr/nretanol. Comparativainent, 1'aproproteina obtinguda per croma-
tografia en Dowex 1- x 2 nomcs cs parcialinent soluble en aigua i Homes a
pH baix. La seva solubilitat pot tendir a desapareixer, i pot esdevenir
TAULA 11
ANALISI DE L'APOPROTEINA DEL PROTEOLIPID 68-XIV 22.° H*





















Velocitat de sedimentacio en ul-
tracentrifuga Spinco nuxlcl r:
Pic t







+ 8,4 10 % 8,2 5-10%
+ 4,2 En pujar , el limit ex-
trem es resol en dos
components ; relacio
est. 1: 3 a t: 4
62 90 %
tt Velocitat: 26.000
17 100/, 96 90 %n
if Velocitat: 26.ooo
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insoluble del tot, mentre que l'aproproteina preparada per dialisi es sum-
mament estable . Per aquest motiu , tot el nostre treball subseguent ha
estat dut a terme amb l'aproproteina obtinguda per dialisi . Molt proba-
blement, l'apoproteina deslipiditzada per cromatografia en Dowex es un
producte de la degradacio partial de l'apoproteina original.
La facil solubilitat de l'apoproteina preparada per dialisi n'ha permes
1'estudi per electroforesi i per ultracentrifugacio.
A traves de totes dues tecniques ha estat vist que cs essencialmenf
homogenia, i ha mostrat un pic simple a pH 5 , 0 i pH 7 , 0, cosa que re-
presenta un go % del material . Un cert nombre d'investigadors ban obtin-
gut, per electroforesi en poliacrilamida , bandes simples amb apoproteines
similars.70 En resum , l'evidencia obtinguda permet de concloure que l'apo-
proteina del proteolipid de la substdncia Blanca cerebral es una proteina
homogenia.
Per electroforesi en gels de poliacrilamida , el pes molecular de l'apo-
proteina oscilla entre 34.000 i 36.000.2 3 En relacio amb la composicio d'AA,
el monomer mes petit seria , aproximadament , de i2.ooo, valor no incom-
patible amb la mida molecular observada en electroforesi en gel de poli-
acrilamida , mentre que l'ultim podria esser un trirner . De tota manera,
hi ha evidencia que l'apoproteina pot esser present en diversos estats
d'agregacio .2 1 Es clar que el complex amb lipids augmentaria mes les
possibilitats de la poliagregacio de proteolipids. La base d ' aquesta sor-
prenent habilitat de I'apoproteina per a dissoldre ' s igualment be en aigua
i en cloroform/metanol entre molts d'altres solvents organics , ha estat
proporcionada per dispersio rotatoria optica i dicroisme circular de 1'apo-
proteina en diversos solvents. Ha estat vist 20 que en solvents organics
l'apoproteina mostra un alt contingut d'alfa - helix. Quan es dissolta en
aigua , el contingut en alfa -helix es redueix aproximadament a la meitat,
i torna al nivell anterior en passar de l'aigua als solvents organics. Per
consegiient , passant de la solucio en cloroform'/metanol a la solucio en
aigua , l'apoproteina registra un canvi de conformacio , el qual es exacta-
inent rovers en passar altra vcgada d'aigua a cloroform/metanol . Proba-
blement, en cloroform/metanol i en altres solvents organics l'apoproteina
tc una conformacio que ofereix una superficie externa no polar; en aigua,
al contrari , la conformacio de 1'apoproteina es tal que els grups polars
son 'a la superficie de la molecula.
Els lipids deuen tendir a estabilitzar la molecula de la proteina en
la seva conformacio altament helicoidal , no polar. Aixi , l'apoproteina
roman del tot insoluble en aigua fins que la deslipiditzacio ha estat comple-
ta. Els lipids estretament units que son els ultims que hom extreu, son
tots acids i possiblement estan combinats amb grups basics en la pro-
teina , i aixi ajuden a assegurar superficie no polar per al complex.
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La quimica de l'apoproteina nomes cs coneguda parcialment. L'apo-
proteina es rica en aminoacids no polars, aminoacids sulfurats i tripto-
fan, i relativament pobra en AA polars: aspartic, glutamic i les bases
hexoniques nomes hi representen, en conjunt, i/5 dels residus d'AA.
Aquesta composicio facilitara una conformacio no polar, pet-6 deixant
encara bastants grups polars per a permetre una conformacio polar al-
ternant.
TAULA III
ACIDS GRASSOS COMBIVATS EN L'APOPROTFINA DEL PROTEOLIPID (APL)
Acids grassos
Com posici6 do la mescla d'acids r issos corn a °'
Preparacib totals com a 01 de les quantitate donades en lay columna (a)







Palmitic Estearic Oleic Altres AG
56 9,7 27 7,3
62 9,t 23 5,9
62 8,6 26 3,4
58,4 io,6 25,4 5,6
6o 9,t 26 4,9
L'apoproteina es resistent a la tripsina , a la pepsina i a d'altres enzims
proteolitics , llevat de la pronasa . L'analisi del grup terminal dona baixos
rendiments i no permet de treure conclusions definitives . Amb aquesta
reserva, el N terminal sembla que sigui glicina, i el C terminal , aspara-
gina. Aquests resultats son molt provisionals.
Sembla que la caracteristica mes interessant de la composicio quimica
de I'apoproteina es la presencia del 2 al 4 % de residus d'acids grassos
que no poden esser extrets per cap altre mitja sing per la hidrolisi quimi-
ca. Aquests acids grassos son sempre una mescla aproximada de 2/3 de
palrnitic , 1/3 d'oleic i i/to d'estearic, nomes amb indicis d'altres residus
acids. La mescla correspon a la de fosfatidilcolina del cervell bovi, pero
ates que l'apoproteIna nomes conte o,ot a 0,04 % P, resta clar que aquests
acids grassos no hi son presents com a fosfatidilcolina.
La quantitat d'acids grassos presents esta inversament relacionada amb
1'extensi6 del tractament acid durant la dialisi. Aixi , si la dialisi amb
cloroform/metanol acidificat es efectuada a -io°C , la concentracio d'acids
grassos combinats dins la proteIna es de 1'ordre del 4 %. Si la mateixa
dialisi es duta a terme a temperature ambient, el contingut en acids
grassos es redueix al 2 %. Aixo no obstant, el tipus d'acids grassos no
varia.
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La recerca de meitats lipfdiques que poguessin suggerir la manera
com aquests acids grassos es donen en 1'apoproteina , en termes lipfdics
coneguts , no ha donat resultat : 1'apoprotcina nornes conte el glicerol,
que s'espera del seu contingut en P (0 , 01 a 0,04 %). L' inositol no pot
esser detectat , i el NANA (acid V-acetilneuramfnic ) es presenta en quanti-
tats inferiors al o, r %. Per aixo cal concloure que aquests residus d'acids
grassos , o son part d'una fraccio lipfdica l'estructura de la qual cs fins
ara desconeguda , o be de fet estan combinats dins 1'estructura mateixa
de la proteIna.
TAULA IV
SITUACJO DELS ACIDS GRASSOS PRESENTS EN L'APOPROTEINA
DEL I'ROTEOLIPID (APL)
La reaccio de 1'APL amb diazomcta (R - COOH+(H.N,=R - COOCH3-+-Nz) no
aconsegueix de revclar la presencia do cap acid gran lliure, cs a dir, tots els acids
grassos presents es Iroben combinats de manera covalent.
Quan cs efcctuada la hiclritlisi alcalina a 25°C, sigui amb NaOH o.2N o amb
o,37N, s6n alliberats acids grassos, suns ho palesa la reaccib amb CH,N.2. Si 1'hidrolitzat
cs acidihcat i hom 1'extreu amb ctcr etilic, l'extret eteri presenta, nomcs, acids grassos
Mures, cs a dir, cs obtinguda la mateixa quantitat d'esters mctilics amb CH_N2 i per
ntctanolisi.
La rcaccid do l'Al'L •amb execs do NaBH4 (R - CO - 0 - R'+NaBH4 --^ R -
- CH.OII+R' - OH) reducix els alcohols corresponents als acids grassos presents,
cs a dir, els acids grassos estan units her enllatos ester.
La presencia d'aquests acids grassos combinats arrrb covalencies pot
explicar la peculiar solubilitat de 1'apoproteina, i possiblement la difi-
cultat d'obtenir analisis satisfacti ries dels grups terminals.
Tornant a la relacio entre proteInes i lipids en els proteolfpids, es
evident que els lipids mes fermament units son lipids acids que s'han
combinat ionicament amb la proteIna. Aixb, per descornptat, no exclou
la possibilitat que les meitats lipidiques estiguin combinades, tambe, per
ntitja d'enllacos no polars, ultra els evidents enlla4os ionics. Llavors,
al nucli proteina-lipid s'uniricn d'altres lipids mitjancant enlla4os no
polars. BRAUN i RAUIN t han provat aquesta possibilitat treballant en niedi
aquos amb l'apoproteina i amb lipids purificats. Les nostres observacions
en el curs de la purificacio per dialisi dels proteolfpids estan d'acord, de
manera provisional, amb la tesi avancada per BRAUN i RADIN.
Cal remarcar que les consideracions precedents tinicament es refe-
reixen als proteolipids en substancia blanca i en la mielina central bo-
vines. Els proteolfpids procedents d'altres teixits poden esser prou dife-
rents dins el mateix tipus general de propietats comunes a tots els pro-
teolfpids. El treball d'EIcHBERG, per exemple,3 ha demostrat que la proteT-
rr
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na dels proteolipids del miocardi, on els proteolipids es troben sobretot
als mitocondris, es una mescla heterogenia.
QUANTITATE DE POSSIBLES PARTS LIPIDIQUES PRESENTS
EN L'APOPROTEINA DEL PROTEOLIPID (APL)
micruuiul.s i cr
gram WAPI,
Acids grassos 2,2 a 3,0 %o 0 83 a 113
P o,oi a 0,03 % » 3 a to
Glicerol < 0,03 % S < 3
Carbohidrats totals,
hexosamines incloses < 0,1 % < 5,5
Etanolamina < 0,02 % < 3.3
Acid sialic
Colina, esfingosina i inositol
per sofa del niscll de deteccio
0,02 a o,o8 % 0,7 a 2,4
Si suposem que tot el P i tots els carhohidrats presents son de natura lipidica, aixo
explicaria la presencia de totes les parts lipidiques que no son acids grassos. Tambc
explicaria els 7 a 25 micromols d'acids grassos. Aixi, doncs, Is gran niajoria dels acids
grassos presents no poden esser explicats en fiincio de cap lipid coneont.
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